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 استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد گرگان، 2کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد دامغان، دانشکده علوم زیستی، گروه میکروب شناسی،  1
 استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد دامغان، دانشکده علوم زیستی، گروه میکروب شناسی 3دانشکده علوم زیستی, گروه میکروب شناسی، 

 چکیده

 باکتری اندوفتیک است که از گیاه در برابر شرایط فیزیولوژیکی و زیست محیطی حفافا فت  لیزنی باسیلوسباکتری   سابقه و هدف:

از ریشه گندم و بفررسفی  باسیلوس ماکروئیدس  لیزنیمی نماید. این مطالعه با هدف جداسازی و شناسایی مولکولی باکتری اندوفیت 

 انجام شد. تریکودرماییفعالیت ضد قارچی آن علیه گونه های 

به منظور جداسازی باکتری های اندوفتیک از عصاره ریشه و ساقه گندم های کشت شده در مناطق مختلف اسفتفان   مواد و روش ها:

 (PDA)مازندران و گلستان استااده گردید. فعالیت ضد قارچی آن ها با روش کشت متقابل بر روی محیط سیب زمینی دکستروز آگار

 اسفتفافاده گفردیفد.   16S rRNAمنظور تفکفرفیفر ژن به PCRژنومی، از روش  DNAمورد ارزیابی قرار گرفت. پس از استخراج 

 گردید. BLASTتعیین توالی و ترادف بازی آن  PCRبه منظور شناسایی دقیق باکتری جداسازی شده، محصول 

باکتری جداسازی شده قادر به مهار رشد قارچ های بیوکنترلی بود. نتایج تعیین توالی نشان داد که باکتری جداسفازی شفده   یافته ها:

 دارد. W1لیزنی باسیلوس ماکروئیدس درصدی به گونه  99است و شباهت  لیزنی باسیلوسمتعلق به جنس 

از گیاه تحت عنوان اندوفتیک است. باکتری اندوفیفت جفداسفازی  لیزنی باسیلوساین مطالعه اولین گزارش جداسازی نتیجه گیری: 

 شده در این بررسی می تواند به منظور استخراج، شناسایی و به کارگیری متابولیت های مهاری آن در طراحی و تفولفیفد داروهفای 

 ضد قارچی مورد استااده قرار گیرد.

 .16S rRNA، اندوفتیک، آنتاگونیست، ژن لیزنی باسیلوس ماکروئیدسواژگان کلیدی: 

 99شهریور ماه پذیرش برای چاپ:   99اردیبهشت ماه دریافت مقاله: 

 *) آدرس برای مکاتبه: دامغان، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد دامغان، گفروه مفیفکفروب شفنفاسفی.

 mahboobeh.mehrnia@yahoo.comپست الکترونیک:   19112021120تلان:    

 مقدمه     

امروزه باکتری های اندوفیتیک در تازه ترین تعریف به عنوان                                                                 

باکتری یا قارچی شنا ته می شوند که برای تمام یا بخفشفی از                                                        

زندگی  ود به بافت های گیاهان زنده حمله می کنند. در معنای                                                          

تجربی، اندوفیت ها باکتری های جدا شده از درون گیاه بوده که                                                           

).    1هی  مشخصه یا نشانه ای از بیماری را ایجاد نمی نمایفنفد                                                       

 انواده و بفا                11کلاس،        31امروزه باکتری های اندوفیتیک در                                

   لیزنی بفاسفیفلفوس             ).      2جنس باکتری وجود دارند                           211بی  از        

    L                                مزوفیفل از  فانفواده                       ) یک باسیل گرم مربت

باسیلاسه است که اس ور مقاوم به حرار ، مواد شیمفیفایفی و                                                     

 قفرار        باسیفلفوس       تولید می کند. در گذشته در جنس                                   اشعه      

  در جنس جدیفد             rRNAبر اساس            211می گرفت. اما در سال                     

 DAPبفه جفای          لیزنی باسیلوس             قرار گرفت.            لیزنی باسیلوس               

 دی آمینو پایمیلیک اسید) دارای لیزین و آس ارتا  در دیفواره                                                           

 سلولی است. این باکتری به دلیل تفولفیفد تفوکسفیفن هفای                                                

ضد حشره اهمیت زیادی دارد و به عنوان ابفزاری مفهف  در                                                   

  . لیزنی باسیلفوس               بیوکنترل حشرا  مورد استااده قرار می گیرد                                        

در  ا  یافت شده و از بافت های گیاهی مختلف به عفنفوان                                                    
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).    9و     3یک باکتری اندوفیتیک جدید جداسازی شده است                                            

میکروارگانیس  های اندوفیت به عنوان ساپروفیفت در نفظفر                                                    

گرفته نمی شوند. زیرا آنها همراه با بافت زنده هستند و ممکن                                                           

است به رفاه گیاه نیز کمک نمایند. هم نین به نظر مفی رسفد                                                       

 مفایفکفوپفلافسفمفا          که فرم های دیگر مفیفکفروبفی مفانفنفد                               
که ا فلفب             )     Ar         r    و آرکی باکتر              )                   

در گیاه وجود دارند نیز جز اندوفیتیک ها باشند. اما تفاکفنفون                                                          

 مدرکی که نشان دهنده این نفظفریفه بفاشفد وجفود نفدارد.                                                

باکتری های اندوفیتیک در یک جایگاه اکولفوژیفکفی مشفابفه                                                   

عوامل بیماری زا استقرار می یابند. اما با میکروارگانیس  هفای                                                            

 بیماریزای گیاه تااو  دارند. زیرا در گیاه ایفجفاد بفیفمفاری                                                       

نمی کنند و با میکروارگانیس  های اپی فیت که در سط  بافت                                                        

).    0و اندام گیاهی زندگی می کنند نیز مفتفافاو  هسفتفنفد                                                

جمعیت اندوفیتیک ها به عنوان زیر مجموعه ای از جمفعفیفت                                                    

میکروب های ریزوسار در نظر گرفته می شوند. هفمف فنفیفن                                                 

تراک  جمعیت اندوفیت ها در مقایسه با باکتری های ریزوسافر                                                        

).    1و باکتری های بیماری زای گیاهی بسیار ک  می بفاشفد                                                  

جمعیت اندوفیت ها توسط بر ی از فاکتورهفای زیسفتفی و                                                 

 محیطی مانند نو  گیفاه، سفن گفیفاه، نفو  بفاففت، زمفان                                               

 نمونه برداری و شرایط محیطی  ا  تفحفت تفا فیفر قفرار                                               

). علاوه بر این ژنوتی  گیاه نیز می تواند جمعیت                                                می گیرند            

 اندوفیت ها را در شرایط کلون شدن تحت تا یفر قفرار دهفد                                                    

 ). استرس های پفاتفوژنفی مفانفنفد بفاکفتفری هفای                                       9و     2    

   ارویفنفیفا کفاراتفوورا                 بیماری زای گیفاه، بفه طفور مفرفال                              

     r        r     r                                   نیز ا ر قابل ملاحظه ای در جمعفیفت (

). باکتفری هفای               11اندوفیت ها نسبت به ژنوتی  گیاه دارند                                        

اندوفیتیک می توانند رشد گیاه را به طور مستقیف  از طفریفق                                                       

تربیت بیولوژیکی نیتروژن، تولید هورمون گفیفاهفی، انفحفلال                                                    

فساا ، تولید سیدروفور و جلوگیری از سنتز اتیلن در پفاسف                                                        

به عوامل حیاتی  زنده و  یر زنده) یا به طور  یر مستقفیف  از                                                          

 ).    11طریق القای مقاومت به عوامل بیماری زا افزای  دهنفد                                                    

 از اهمیت و فواید دیگر وجود این باکتری ها در طفبفیفعفت                                                   

  ،  1می توان به توانایی آن ها در تولید موادی مانند ویتامفیفن                                                       

). از آنجایی که باکتری هفای                            9و آنتی بیوتیک اشاره نمود                                1

اندوفیتیک قوی ترین سد دفاعی گیاه محسوب می شوند حفتفی                                                    

 تصور می شود که بتوانند بر روی عوامل بیوکنفتفرلفی مفانفنفد                                                     

 نیز ا ر بگذارند.                    تریکودرما           گونه های مختلف قارچ                   

هدف از این مطالعه جداسازی و شناسایی مولکولفی بفاکفتفری                                                    

از ریشه گندم و بفررسفی                        باسیلوس ماکروئیدس                     لیزنی     اندوفیت         

 فعالیت ضد قارچی آن علیه گونه های تریکودرمایی بود.                                                   

 مواد و رو  ها             

  در این مطالعه                 الف) جداسازی باکتری اندوفتیک و شرایط رشد:                                         

از عصاره ریشه و ساقه گندم های کشت شده در مناطق مختلف                                                      

  به منظور جفداسفازی                    استان مازندران و گلستان استااده گردید.                                      

) و همکاران اسفتفافاده                     Connباکتری اندوفیتیک از روش کان                               

گیاه سال  گندم به آزمایشگاه منتفقفل و                                         ). ابتدا چند            12گردید         

گل و  ی آنها زدوده شد. س س به وسیله اسکال ل استریفل بفه                                                       

 داده شدند. این قطعا  بفه مفد                                سانتی متری برش                1قطعا        

 فوطفه ور          )NAP     .   o m  Na 129 ( دقیقه در باففر               1

گردیدند. س س با آب مقطر استریل شست و شو داده شدند. در                                                       

درصد به مفد                99ادامه قطعا  بریده شده به ترتیب در اتانول                                          

دقیقه و اتانفول                  1درصد به مد                3 انیه، هی وکلریت سدی                          11

 انیه قرار داده شدند. در انتها چندین بفار                                            31درصد به مد                99

عمل شست و شو با آب مقطر استریل صور  گرفت تا تمامفی                                                   

 مواد ضدعاونی کننده حذف گردند.                               

ساقه ها و ریشه ها در هاون کوبیده شدند تا عصاره آنها  فارج                                                          

 گردد و به صور  یک سفوسف فانسفیفون هفمفگفن درآیفنفد.                                           

این سوس انسیون به کمک لوپ استریل در سط  پلیت حفاوی                                                   

  29-2 محیط کشت نوترینت آگار کشت داده شد و به مفد                                             

 درجه سلیسفیفوس نفگفهفداری گفردیفد.                                2ساعت در دمای              

در نهایت کلنی های باکتریایی متااو  رشد یافته  ال  سازی                                                        

 شدند.     

   ب) بررسی میکروسکوپی و ماکروسکوپفی کفلفنفی  فالف :                                           

کلنی های  ال  از نظر وی گی های ماکروسکوپی مانند: رن ،                                                       

اندازه، شکل، حاشیه، برجستگی، قوام و بو مورد ارزیابفی قفرار                                                          
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گرفتند. س س به کمک رن  آمیزی گرم، کلنی هفا از نفظفر                                                  

 وا  میکروسکوپی مورد بررسی قرار گرفتند. مجموعفه ای                                                   

، بفررسفی            از قابلیت های باکتری مانند تولید اسید از قند،                                               

 آزمون های کاتا ز، اکسیداز، حرکت، سفیفمفون سفیفتفرا ،                                              

 R  P                                                 هیدرولیز ژ تین، نشاسته و کازئین بر اساس جداول ،

 ).  13کتاب برگی بررسی شدند                        

در مطالعه حاضر به منظفور ارزیفابفی                                     ج) تهیه جدایه قارچی:                    

ترکیبا  ضد قارچی تولید شده توسط بفاکفتفری انفدوففیفت                                                

تریکفودرمفا           جداسازی شده از گیاه گندم از سویه های قارچی                                            
تریکودرما هفاریفزانفوم                     ،     -       Tr     r     r (     وریده     

 Tr     r     r       11 )   تریکفودرمفا آسف فریفلفوم                    و   

   )Tr     r       r       y     .                         تهیه شده از مفرکفز

 . پ وه  های علمی و صنعتی ایران استااده گردید                                          
 د) ارزیابی فعالیت ضد قارچی باکتری انفدوففتفیفک عفلفیفه                                                 

در این روش قارچ های بیوکنترلی بفه                                  گونه های تریکودرمایی:                       

 کشفت داده شفدنفد.                  PDAصور  جداگانه در مفحفیفط                      

قطر کلنی  شاهد) پس از رشد اندازه گیری شد. س س فاصلفه                                                     

بین مرکز کلنی قارچ تا لبه باکتری آنتاگونیست که به صفور                                                         

 طی و عمود بره  کشت داده شدند  تیمار) نیز اندازه گیفری                                                       

و بر اساس فرمول ارزیابی هاله عدم رشد، میزان مهار رشفدی                                                       

 ).    10و     19آن ها مورد ارزیابی قرار گرفت                                

 
 

 

تولید یا عدم تولفیفد                      گلوکاناز  سلو ز):                   9و 1- ه) تولید آنزی                 

آنزی  سلو ز توسط باکتری مورد بررسی قرار گفرففت. بفرای                                                    

)   C Cاین منظور محیط کشت کربوکسی متیل سلولز آگفار                                              

 و       گففرم نففوتففریففنففت آگففار                  2 32یففک درصففد شففامففل              

گرم کربوکسی متیل سلولز در یک لیتر آب مفقفطفر تفهفیفه                                                  1

گردید. س س باکتری به صور   طی بر روی محیفط کشفت                                               

درجه سلیسفیفوس                31ساعت در دمای                2 داده شد و به مد                   

کنگو بفر         قرمز    دقیقه پس از افزودن معرف                           10نگهداری گردید.                

روی کلنی باکتری، عمل رن  بری به کمک محلول نمکی بفه                                                   

دقیقه انجام گرفت. هاله شااف در اطفراف کفلفنفی                                             10مد      

 باکتری معیاری برای تولید آنزی  سفلفو ز تفوسفط بفاکفتفری                                                  

 ).  11می باشد           

     و واکفنف  زنفجفیفره ای پفلفی مفراز                            NA و) استخراج            

های ژنومی باکتری از کیت استخفراج                                   DNAبه منظور استخراج                  

DNA                                   سیناژن استااده شد. کمیت و کیایتDNA           جفداسفازی

درصد مفورد ارزیفابفی                     1شده با الکتروفورز بر روی ژل آگارز                                   

 قرار گرفت.          

 از پفرایفمفرهفای              rRNA 16در این مطالعه به منظور تکریر ژن                                 

  -A A     A CC   C CA -    -1ab   و 

R -1   ab-AC  C ACC     AC AC  -            اسفتفافاده

 .)  1گردید         

 مفیفکفرولفیفتفر شفامفل                  01با حج  نفهفایفی                 PCRواکن      

 ،  c   مفیفلفی مفو ر             PCR b   er   ،1 0  (  1 میکرولیتر           0

پفلفی مفراز            DNAواحد آنزی               N P     ،1 0 میلی مو ر             2 1

 a    ،1 20                            میکرولیتر از نفمفونفه                      0میکرومو ر از هر پرایمر و

DNA                          انجام گرفت. س س واکنPCR                بفا شفرایفط دمفایفی 

درجه سلیسیوس و                  99دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                    0

درجفه        99چر ه شامل واسرشت شدن در دمای                                91در ادامه          

درجفه        11دقیقفه، اتصفال در دمفای                        1سلیسیوس به مد                 

درجفه        2 دقیقه، طویل شدن در دمفای                           1سلیسیوس به مد                 

دقیقه و در نهایت طویل شدن نهایی در                                      0 1سلیسیوس به مد                 

 دقفیفقفه انفجفام شفد.                   11درجه سلیسیوس به مد                        2 دمای      

درصد        1همراه با سایز مارکر به ژل آگارز                                   PCRس س محصول           

حاوی بافر اتیدیوم بروماید منتقل و پس از الکتروفورز به وسیله                                                             

مورد ارزیفابفی قفرار                     (ioDoc Ana y e   iome ra دستگاه        

 گرفت.     

به منظور شناسایی کامل باکتری جداسازی شده                                              ز) تعیین توالی:               

 ال  سازی شده به وسیله شرکت مفاکفروژن                                        PCRمحصول     

 کره جنوبی) تعیین توالی گردید. س س توالی به دست آمده بفا                                                         

استااده از نرم افزار کروماس بررسی و در بانک جفهفانفی ژن                                                        

NC                                                   بلاست گردید. در نهایت با توجه به بلاست توالفی بفه

مفوجفود در            rRNA 16دست آمده و مقایسه آن با توالی های                                   

   میزان مهار رشد                 
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بانک جهانی ژن بیشترین شباهت ها بررسی و باکتفری مفورد                                                    

 نظر تا حد سویه شناسایی گردید.                               

: ارزیابی فعالفیفت ضفد قفارچفی                            ) تجزیه و تحلیل داده ها                        

به صفور            تریکودرمایی           باکتری اندوفتیک بر علیه گونه های                                  

و     2 ،   92،   29زمان          9فاکتوریل و دو فاکتور  فاکتور اول:                                   

تریکودرمفا           ،   تریکودرما وریده               نو  قارچ              3) و فاکتور دوم:                 91

) در  فالفب طفر  کفامفلا                      تریکودرما هاریزانوم                   و     آس ریلوم        

تکرار اجرا گردید. داده های حاصل از آزمفایف                                              3تصادفی با           

 تجزیه واریفانفس و مفقفایسفه                          ،   SASتوسط نرم افزار آماری                      

درصفد        0میانگین ها توسط آزمون دانکن در سط  احتمفال                                           

 انجام شد.                انجام گرفت. رس  نمودار توسط نرم افزار                                       

 یافته ها        

پفس از کشفت             الف) وی گی میکروسکوپی و ماکروسکوپی:                                   

سوس انسیون باکتری بر روی محیط نوترینت آگار کلفنفی بفه                                                    

صور  ساید مایل به شیری، ما ، کناره صاف و سط  صفاف                                                  

ایجاد گردید. وی گی های ماکروسکوپی و میکروسکوپفی بفه                                                   

دست آمده از کشت  ال  و رن  آمیزی گرم نشان داد کفه                                                  

باکتری میله ای، گرم مربت و اس وردار می باشد و تنها نفتفایفج                                                          

 تست کاتا ز و حرکت مربت بودند.                               

 ب) ارزیابی فعالیت ضد قارچی باکتری انفدوففتفیفک عفلفیفه                                                 
نتایج حاصل از کشفت بفاکفتفری در                               گونه های تریکودرمایی:                     

مجاور  قارچ های مورد بررسی نشان داد که باکتری یاد شفده                                                       

می باشد. با استافاده                       تریکودرمایی             گونه      3قادر به مهار رشد هر                     

از آزمون تجزیه واریانس  مشخ  گردید که ا ر زمان در سط                                                        

درصد معنی دار می باشد. به عبار  دیگر زمفان بفر                                                1احتمال        

روی قطر هاله عدم رشد تا یر گذار بوده است. به طفوری کفه                                                      

میلفی        1111 3ساعت با میانگین                   91بیشترین قطر هاله در زمان                          

  1111 1ساعت با میانفگفیفن                   29متر و کمترین مقدار در زمان                            

 ).    1میلی متر محاسبه شد  جدول                          

 درصد معفنفی دار بفود.                      1هم نین ا ر قارچ در سط  احتمال                               

گونه قارچ از نظر تفولفیفد                          3به عبار  دیگر از نظر آماری بین                                

سط  هاله ا تلاف معنی داری وجود داشت. بفه طفوری کفه                                                

در گفونفه           0بیشترین میزان رشد با توجه به نمودار با میانگین                                                

در      0  1و کمترین میزان رشد با میانگین                                 تریکودرما آس ریلوم                  

مشاهده گردید. هم نین ا ر متقابل گونه قفارچ                                             ترکودرما وریده              

درصفد        0و زمان بر روی میزان سط  هاله در سط  احتفمفال                                            

تفرکفودرمفا          معنی دار بود. به عبار  دیگر بیشترین ا ر متقابل را                                                   
تریکودرمفا           و     تریکودرما وریده               و کمترین ا ر متقابل را                          آس ریلوم        

). در نفهفایفت بفا                2به  ود ا تصا  دادند  جدول                             هاریزانوم         

استااده از آزمون رگرسیون مشخ  گردید که با افزایف  هفر                                                     

میلی مفتفر            9333 1ساعت به زمان مورد نظر، قطر هاله به میزان                                          

نیز هاله عدم رشفد بفه صفور                             1افزای  می یابد. در شکل                        

 کشت متقابل آورده شده است.                         

در بررسی به عمفل آمفده بفاکفتفری                                 ج) قابلیت تولید سلو ز:                      

 توانایی تولید سلو ز را از  ود نشان نداد.                                        

 گروه بندی میانگین )میلی متر( زمان )ساعت(
24 1 1111 c 

48 2 1111 b 

72 3 ab 

96 3 1111 a 

 مقایسه میانگین ا ر زمان بر روی قطر هاله.  4جدول 

* تیمارهای دارای حروف مشتر  بر اساس آزمون چند دامنه ای دانکن در سفطف  

 درصد ا تلاف معنی دار ندارند. 0احتمال 

 اثر متقابل تریکودرما وریده تریکودرما هاریزانوم تریکودرما آسپریلوم

 گروه بندی میانگین گروه بندی میانگین گروه بندی میانگین زمان*قارچ

2 c  0 e 1 e 29 

0 b 2 c  1  e 92 

1 ab 2 c  1  e  2 

  a 3 c 1  e 91 

 مقایسه میانگین ا ر متقابل زمان  ساعت) و قارچ بر روی قطر هاله عدم رشد.  5جدول 

 * تیمارهای دارای حروف مشتر  بر اساس آزمون چند دامنه ای دانکن در سط  احتمال پنج درصد ا تلاف معنی دار ندارند.
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   ، 16S rRNA    ن ژ    PCRنفتفایفج         تفعفیفیفن تفوالفی:              و R   د)  

 ).    2جات بازی را نشان داد  شکل                             1911تکریر قطعه            

  16S rRNAنتایج به دست آمده از آنالیز و بلافسفت تفوالفی                                          

باکتری جداسازی شده نشان داد که این باکتری متعلق به جنس                                                        

  درصفد بفه گفونفه              99است و دارای شباهت                     لیزنی باسیلوس             
باشد. بنابراین با توجه به عدم شفبفاهفت                                       می       1Wماکروئیدس         

درصد، باکتری جداسازی شده به عنوان سفویفه جفدیفد                                               111

لفیفزنفی بفاسفیفلفوس               معرفی گردید. این باکتری به عفنفوان                                  

نام گذاری و در بانک جهفانفی ژن                                 e hy سویه        ماکروئیدس         

  بت گردید.          

 بح    

باکتری های اندوفتیک تقریبا در بیشتر گیاهان مطالعه شده یاففت                                                            

گزارشا  زیادی در رابطه بفا بفاکفتفری هفای                                          ).    12شده اند           

اندوفتیک و گیاهانی که در آن ساکن اند مانند گوجه ففرنفگفی،                                                        

سیب زمینی، گندم،  ر ، پنبه، کلزا، برنج، سویا و  یره وجفود                                                          

گاهی این میکروارگانیس  ها می تفوانفنفد بفه                                            ).    21و     19دارد        

عنوان عوامل بیوکنترلی در برابر عوامل بیماری زا، بهبود باروری                                                              

).    21و توسعه گیاهان بدون هی  آسیب محیطی عمل نمایفنفد                                                 

این میکروارگانیس  ها منب  جدیدی از ترکیبا  فعال زیستفی و                                                         

شیمیایی با پتانسیل بالقوه برای بهفره بفرداری در پفزشفکفی،                                                      

کشاورزی و در عرصه های صنعتی می باشند. بفه طفوری کفه                                                  

 ).    22امروزه مطالعا  زیادی بر روی آن ها انجام شده اسفت                                                   

بر همین اساس در تحقیق حاضر به جداسازی و شفنفاسفایفی                                                 

مولکولی باکتری های اندوفتیک و بررسی فعالیت ضد قفارچفی                                                     

به روش کشفت مفتفقفابفل                   تریکودرمایی             آن ها علیه گونه های                     

  لیزنی باسیلوس مفاکفروئفیفدس                       پردا ته شد. در پ وه  حاضر                           

برای اولین بار به عنوان باکتری اندوفتیک از گیاه گندم گفزارش                                                            

لفیفزنفی بفاسفیفلفوس               شد. در حالی که در مطالعا  مختلفف                                 
از کود گاو، ریزوسار و گفیفاه پفوسفیفده در آب                                           ماکروئیدس         

   .) 23جداسازی شده است                   

در مطالعه ای توانستفنفد                         2113) و همکاران در سال                    ian تیان        

گونه باکتری اندوفتیک را از یک گیاه دارویی بفا عفنفوان                                                      299

 تریکودرما آس ریلوم C) تریکودرما هاریزانوم    ترکودرما وریده) Aبه روش کشت متقابل علیه. لیزنی باسیلوس ماکروئیدس فعالیت ضد قارچی   4شکل

(D   .فوزاریوم مونیلی فرم 

 1911) قطعفه 2) مارکر، ستون 1. ستون PCRالکتروفورز محصول    5شکل 

 . 16S rRNAجات بازی حاصل از تکریر ژن 
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) جفداسفازی                                   پلیگونوم کاس یداتوم                   

لیزنی         نمایند. در این بررسی گونه های مختلف باکتریایی مانند                                                     

،   سفودومفونفاس         )،                     باسیلوس، پانی باسیلوس                       

   پفروویفدنشفیفا          )،             S r    استرپتومایسس                  باسیلوس،        

     r             ،(          ریفزوبفیفوم    R          ،(             لفوکفوبفاکفتفر 
    L         r  ،(                  براکی بفاکفتفریفوم    Br         r      و (  

 ).    29) جداسفازی گفردیفد                      r           مایکوباکتریوم               

در مطالعه حاضر  که این مقاله بخشی از نتایج طر  تحقیقاتفی                                                         

می باشد) با جداسازی جنس های مفخفتفلفف بفاکفتفریفایفی                                             

)   میکفروکفوکفوس            و باسیلوس، سودوموناس، استافیلوکوکوس                                       

می توان این موضو  که بیشتر اندوفیت های مورد مفطفالفعفه                                                    

 )   فیفرمفیفکفوتفیفس            و آسینتوباکتر، پروت وباکتر                          رده           3متعلق به          

 می باشند را تایید نمود.                         

مقایسه تحقیقا  گذشته و حال بیانگر آن است که باکتری های                                                        

اندوفتیک جداسازی شده از بافت گیاهان مختلف از نظر تنفو                                                        

و پراکندگی متااو  می باشند. هم نین شرایط آب و هفوایفی،                                                      

نو  محیط کشت انتخابی، نو  عامل بیماری زای گفیفاه مفورد                                                     

 آزمای  و ماده تولید شده توسط باکتری هفای انفدوففتفیفک                                                  

). بر اساس نفتفایفج                  20و     1می تواند با یکدیگر متااو  باشند                                   

حاصل از پ وه  حاضر باکتری های گرم مربت نسبت به گرم                                                    

منای بیشتر جداسازی شده اند. این یافته در تحقیقا  انفجفام                                                        

 ).    21شده توسط سایر محققین نیز تایید شده است                                          

لیفزنفی       شامل        لیزنی باسیلوس             گونه از جنس               11در حال حاضر             

 ،   )      L    r       r    بففاسففیففلففوس بففورونففی تففولففرانففس                        
لفیفزنفی       )،       L        r    لیزنی باسیلوس فوزی ففورمفیفس                           

لیفزنفی بفاسفیفلفوس                 )،       L     r        باسیلوس ماکروئیدس                 

 لیزنی باسیلوس ماسیلنسیس                         )،         L         r  مانگیاریهامی              
    L.                 ،(                       لیزنی باسیلوس اودیسف فی    L             ،(

)،              L    r    r    لیزنی باسیلوس پارویبورونیکاپینس                                 

   )،        L.      r        لیزنی بفاسفیفلفوس سفیفنفدوریفنفسفیفس                         

لفیفزنفی       ) و           L       r    لیزنی باسیلوس اساائریکوس                          
 ) گفزارش شفده                            L    باسیلوس زیلانینتیکفوس                     

در این پ وه  به منظور شناسایی دقیق بفاکفتفری                                               ).     2است       

اسفتفافاده           16S rRNA    جداسازی شده از روش تعیین توالی ژن                                 

نتایج به دست آمده از آنالیز و بلاست نشان داد که ایفن                                                        گردید.      

لیفزنفی بفاسفیفلفوس               درصد به گونه                99باکتری دارای شباهت                    

مشخصا  مفیفکفروسفکفوپفی و                         می باشد.            W 1    ماکروئیدس         

 ماکروسکوپی نیز تایید کننده نو  گونه می باشد.                                            

 نتیجه گیری          

از گفیفاه         لیزنی باسیلفوس               این مطالعه اولین گزارش جداسازی                                

تحت عنوان اندوفتیک است. نتایج بفه دسفت آمفده در ایفن                                                  

لفیفزنفی بفاسفیفلفوس               پ وه  نشان می دهد که می توان از                                 
به دلیل قدر  با  در کنترل قارچ های بیوکنفتفرلفی                                                ماکروئیدس         

که  ود کنترل کننده عوامل بیماری زای قارچی بوده به عفنفوان                                                         

 یک گزینه مناسب در کنترل این عوامل استااده نمود.                                                 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از معاون محترم پف وهشفی و کفارکفنفان                                                     

 آزمایشگاه میکروب شناسی دانشگفاه آزاد اسفلامفی گفرگفان                                                 

 به دلیل همکاری صمیمانه در اجفرای ایفن پف وهف  کفمفال                                              

 امتنان را دارند.                
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Abstract 

Background & Objectives: Lysinibacillus is an endophytic bacterium that protects plant against 

environmental and physiological condition. The purpose of this study was to isolation and  

molecular identification of Lysinibacillus macroides from wheat roots and to analyse their  

antifungal activity against Trichoderma spp. 

Material & Methods: The extract of root and stem cultivated wheats in different areas of  

Mazandaran and Golestan were used for isolation of endophytic bacteria. Their antifungal activity 

was evaluated in a dual culture method on the Potato Dextros Agar (PDA) medium. After  

genomic DNA extraction, 16S rRNA gene was amplified using PCR. Then, the PCR product was 

sequenced by BLAST. 

Results: The isolated bacteria were able to inhibit the growth of biocontrol fungi. Based on the 

16srRNA sequence studies, this bacterium belonged to Lysinibacillus and showed 99% similarity 

to L. macroides 1W. 

Conclusion: This study is the first report of isolation of Lysinibacillus from the endophytic plants. 

The endophytic bacteria isolated in this study can be used for extraction, identification and  

application of its inhibitory metabolites for design and the production of antifungal agents. 

Keywords: Lysinibacillus macroides, Endophytic, Antagonist, 16srRNA gene. 
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